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ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD GENETICA EN COLECCIONES DE AMARANTO
EMPLEANDO RAPD E ISSR

Daniel Alfredo Leal Alvarado® y Juan Porfirio Legaria Solano?

'Estudiante tesista de la Maestria en Biotecnologia Agricola. “Director de tesis. Posgrado de

Fitotecnia. Universidad Autdénoma Chapingo. Chapingo, México.

RESUMEN

Con el objetivo de conocer la variabilidad genética existente en colecciones
de amaranto (Amaranthus spp); asi como determinar relaciones de
parentesco entre diferentes especies y razas, se evaluaron 14 genotipos de
amaranto. Para la caracterizacion se utilizaron 7 iniciadores RAPD y 10 ISSR.
Los patrones de bandas obtenidos se analizaron por separado y en conjunto
formando un consenso (RADP + ISSR). De este andlisis se concluyd que los
marcadores ISSR son mejores discriminantes que los RAPD para la formacion
de agrupamientos de las especies, corroborando que los A. hypochondriacus
y A. caudatus estan mas relacionados entre si, mientras que A. cruentus se
encuentra mas alejado de las otras 2 especies. Para el analisis de poblaciones
se utilizaron 15 genotipos, analizados con 6 iniciadores RAPD y 6 iniciadores
ISSR y se concluyo que los materiales con mayor variacion genética intra-
poblacion fueron A. hypochondriacus ‘Nepal’ 80 seguido de los materiales A.
caudatus ‘Sudamericana’ 91, A. hypochondriacus ‘Nepal’ 58 y A. caudatus
‘Sudamericana’ 27.

Palabras clave: Amaranto, caracterizacion, RAPD, ISSR, andlisis de

poblaciones.



STUDY OF THE GENETIC DIVERSITY IN COLLECTIONS OF AMARANTH
USING RAPD AND ISSR

Daniel Alfredo Leal Alvarado® y Juan Porfirio Legaria Solano?

'Estudiante tesista de la Maestria en Biotecnologia Agricola. “Director de tesis. Posgrado de

Fitotecnia. Universidad Autdonoma Chapingo. Chapingo, México.

ABSTRACT

With the objective of assessing the genetic variability in amaranth collections
(Amaranthus spp); as well as to determine relationship relationships among
different species and races, 14 amaranth genotypes were studied. For the
characterization 7 initiators RAPD and 10 ISSR were used. The patterns of
bands were analyzed separately and forming a consensus (RADP + ISSR). It
was concluded that the ISSR markers a better discrimination that RAPD
markers in the formation of clusters of the species, and that the A.
hypochondriacus and A. caudatus are more related with each other, while A.
cruentus is more distant from these 2 species. For the analysis of populations,
15 genotypes were analyzed with 6 RAPD and 6 ISSR primers. It was found
that the materials that showed larger genetic variability within the population
was A. hypochondriacus 'Nepal' 80, followed by A. caudatus 'South American'
91, A. hypochondriacus 'Nepal' 58, and A. caudatus 'South American' 27.

Words key: Amaranth, characterization, RAPD, ISSR, populations' analysis.



I. INTRODUCCION GENERAL

El género Amaranthus incluye aproximadamente 60 especies, algunas de ellas
han sido cultivadas por mas de 5,000 afios para cosechar sus granos o utilizar sus
partes vegetativas; entre las que se encuentran A. caudatus, A. cruentus, y A.
hypochondriacus (Kauffman, 1986). A. hypochondriacus se cultiva desde el
suroeste de los Estados Unidos hasta el centro de México, y traslapa con Ia
localizaciéon de A. cruentus que se extiende del Norte de México hasta
Centroamérica. A. caudatus se encuentra principalmente en la regién de los

Andes en Sudamérica (Sauer, 1976).

Las tres especies se consideran autopolinizables, con polinizacidon cruzada de 3 a
25 % segun la variedad y el ambiente (Jain et al., 1982). También las tres son
diploides con 2n = 2x = 32 cromosomas, aunque hay reportes de 2n = 34 en A.

cruentus (Sauer, 1976).

Los amarantos pertenecen al grupo de plantas "C4", una modalidad fotosintética
de alta eficiencia en el aprovechamiento de la radiacion solar y del didéxido de
carbono presente en la atmdsfera, que es poco habitual en plantas de la clase de

las dicotileddneas (Chagaray, 2005).

En Amaranthus se han realizado algunos estudios de tipo agrondmico y de

caracterizacion morfoldgica (Carballo y Ramirez, 2006). Las evaluaciones



agronomicas y nutricionales se han basado en el estudio de caracteres como el
vigor de la planta, la precocidad, la produccién media, la aptitud al
enraizamiento, la susceptibilidad a ciertas enfermedades y plagas y otras. Para
caracterizar las diferencias genéticas entre cultivares mediante criterios
agronomicos, se requiere un numero elevado de repeticiones en espacio y en
tiempo ya que se trata de caracteres muy influenciados por las condiciones

ambientales (Rallo et al., 2005).

El empleo de los marcadores genéticos moleculares ha permitido caracterizar la
diversidad genética de especies vegetales debido a que presentan una buena
constancia o repetibilidad y no interaccionan con el ambiente. Ademas, los
marcadores moleculares no muestran dependencia tejido-especifica o de
diferentes estadios de desarrollo de la planta y con ello se ha evitado la pérdida
de tiempo util para el estudio y caracterizacion de especies ya que al estudiar y
caracterizar por medio de las caracteristicas morfolégicas o agrondmicas

conlleva a esperar todo el ciclo biolégico de la planta.

El presente trabajo de investigaciéon tuvo como objetivo analizar la diversidad
genética presente entre y dentro de poblaciones de Amaranthus spp., utilizando
marcadores tipo RAPD (polimorfismos en el ADN amplificados al azar) e ISSR

(inter-microsatélites).



1.2. Objetivos generales
Conocer la variabilidad genética existente en colecciones de amaranto
(Amaranthus spp); asi como determinar relaciones de parentesco entre

diferentes razas y especies de Amaranto.

1.3. Objetivos especificos
Evaluar la diversidad genética presente en poblaciones de amaranto

Amaranthus spp., utilizando marcadores tipo RAPD e ISSR.

Analizar la diversidad genética dentro y entre las colecciones y comparar

identidades genotipicas de dos o mas colecciones de amaranto.

1.4. Hipétesis
Ho: El andlisis molecular de diversas accesiones de amaranto permitira
caracterizar y relacionar con base en sus diferencias y similitudes
gendmicas, también proveer asi informacion basica que sugiera la posible

ubicacion taxondmica de los materiales estudiados.

Ha: El analisis molecular de diversas accesiones de amaranto, no permitira
caracterizar ni relacionar con base en sus diferencias y similitudes
gendmicas, ni proveerd informacidon bdasica que sugiera la posible

ubicacion taxondmica de los materiales estudiados.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribucion del género Amaranthus

La palabra amaranto significa inmarcesible es decir que no se marchita; y

proviene del griego ‘Amarantén’, de a= sin y marainein = marchitar, palidecer.

La evidencia arqueoldgica sugiere que amarantos de grano han sido cultivados en
México desde hace 5,000 anos. Del Amaranthus cruentus se descubrieron
semillas en el Valle de Tehuacan, Puebla, México y es datado aproximadamente
hace 4,000 afios, sin embargo el cultivo no es nativo de esta regidn, es probable

gue fuera introducido después de ser cultivado en otra parte (Sauer, 1976).

El A. hypochondriacus es originario de México posiblemente derivado de
poblaciones silvestres de A. powelli, mientras que el A. cruentus es originario de
América Central tal vez generado de poblaciones de A. hybridus; mientras que
A. caudatus es originario de la regién Andina en América del Sur posiblemente de

poblaciones de A. quitensis.

En la América precolombina se cultivaron tres especies para la produccién de
grano: A. caudatus en los Andes, A. cruentus en América central y A.

hypochondriacus en México (Sauer, 1950; 1967). A estos lugares se les considera



como centros de distribucidon ya que con la llegada de los espafioles al continente

americano se difundié hacia el viejo mundo.

2.2. Taxonomia y descripcion botanica

2.2.1 Taxonomia

Reino
Divisidon
Tipo
Subtipo
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género
Seccion

Especies

Vegetal

Fanerégama

Embryophyta siphonogama
Angiosperma
Dicotiledoneae
Archyclamideae
Centrospermales
Amaranthaceae
Amaranthus

Amaranthus

caudatus, cruentus e hypochondriacus

La familia amaranthaceae estd conformada de 60 géneros y alrededor de 800

especies de hierbas anuales de origen tropical que se adaptan bien a climas

templados (Feine et al., 1979).



Los principales centros de distribucidon son los trépicos de América y la India, aun
cuando en los trépicos de Africa y Australia existe un importante nimero de

especies (Sauer, 1967).

La familia del amaranto ha evolucionado en regiones calidas y secas con suelos
salinos, lo que da como resultado adaptaciones anatdmicas y fisiolégicas
especiales, como la presencia de tricomas globuliformes en las hojas que actuan
como estructuras de secrecidon externa para eliminar las sales que se presentan
en exceso en el suelo, cuticula gruesa, en algunas especies presencia de espinasy

fijacion del carbono atmosférico por la via C4 (Sauer, 1967; Fiene et al., 1979).

En la seccidn Amaranthus se incluyen las especies A. cruentus, A.
hypochondriacus, A. caudatus y A. edulis; son plantas con flores pentdameras e
inflorescencia terminal de crecimiento indeterminado (excepto A. edulis) que se
utilizan para produccion de grano. Se incluyen también la mayoria de los
ornamentales, muchos de los tipos para verdura y varios de los que se

consideran malezas (Grubben y van Sloten, 1981).

Dentro del grupo para produccion de grano se incluye a A. hybridus, el cual se
esta utilizando en el mejoramiento de caracteristicas agrondmicas como

precocidad y altura (Kauffman, 1981).

La seccion Blitopsis incluye especies para verdura como A. tricolor y A. blitum L.

(Grubben y van Sloten, 1981).



El género Amaranthus es un grupo taxondmicamente dificil. Ha existido mucha
confusion en la nomenclatura y clasificacion de estas plantas debido a su gran

semejanza y amplia distribucién geografica.

Los nombres que diferentes autores les han dado a estas plantas son muy
variados. Sin embargo, después de varios estudios se ha llegado a la conclusion
de que las especies de semillas comestibles se reducen a: A. hypochondriacus, A.

caudatus y A. cruentus (National Research Council, 1984).

La clasificacion que se estd utilizando en la actualidad es la que describen
Kauffman y Reider (1984), donde los tipos ‘Azteca’, ‘Nepal’, ‘Mercado’, ‘Mixteco’
y ‘Picos’ pertenecen a A. hypochondriacus; los tipos ‘Mexicano’, ‘Africano’ y
‘Guatemalteco’ pertenecen a A. cruentus; el tipo ‘Prima’ pertenece a A. hybridus;
mientras que el ‘Sudamericano’ y ‘Edulis’ entran en A. caudatus. Los tipos
‘Azteca’ y ‘Mixteco’ fueron sugeridos para clasificar los amarantos de la especie
A. hypochondriacus con origen en el D.F., Estado de México, Tlaxcala y Puebla
(tipo ‘Azteca’) y los del Estado de Oaxaca (tipo ‘Mixteco’), de acuerdo con las

civilizaciones que florecieron en estos lugares en la época precolombina.

2.2.2. Descripcion botanica

El género Amaranthus comprende hierbas anuales procumbentes erectas, con

hojas simples, alternas, enteras y largamente pecioladas.



Plantas generalmente matizadas con un pigmento rojizo llamado amarantina,
algunas formas cultivadas son intensamente coloreadas. El color se manifiesta
desde las primeras etapas de crecimiento de las plantulas, poco después de la

germinacion.

Las unidades basicas de la inflorescencia son los llamados glomérulos; cada uno
consiste en una flor estaminada inicial y un numero indefinido de flores
femeninas. Los glomérulos estan agrupados en un eje sin hoja para formar
complejas inflorescencias Ilamadas técnicamente tirsos, los cuales son

denominados comunmente espigas, panojas o “mazorcas”.

El eje principal de la inflorescencia es inusualmente ramificado. La longitud vy
numero de esas ramas, con su angulo y el eje principal, determinan la forma de

la inflorescencia.

Flores unisexuales, en plantas monoicas o dioicas, en densos racimos cimosos
situados en las axilas de las hojas y en algunas especies en tirsos terminales
densos, sin hojas. Cada dicasio lleva una bractea persistente de punta espinosa;
sépalos libres 3-5 y estambres 3-5, en flores estaminadas; 0-5 en flores pistiladas,
ramificaciones del estilo 3, plumosas. La parte femenina forma un utriculo
circunsesil simple e indehiscente. Semilla lenticular blanca o café oscura, con el

embrion enrollado alrededor de un endospermo amilaceo (Chagaray, 2005).



2.3. Efectos del ambiente en el amaranto

El amaranto ha sido cultivado desde ambientes tropicales hasta tierras
semiaridas, y desde el nivel del mar hasta algunas de las zonas agricolas de
mayor altitud en el mundo; sin embargo tradicionalmente su cultivo se ubica

dentro de los 30° de latitud (National Research Council, 1984).

Muchos amarantos son sensibles a la longitud del dia; asi A. hypochondriacus
requiere de dias cortos para poder alcanzar la madurez, en tanto que A. cruentus,
forma muy rapido las semillas cuando se coloca en condiciones de dias muy
largos, mientras que A. caudatus es reconocido como especie de dias cortos, ya
gue usualmente florece y forma semillas Unicamente cuando la longitud del dia

es menor a ocho horas.

El amaranto crece satisfactoriamente desde el nivel del mar hasta los 3200 m de
altitud, pero Unicamente A. caudatus prospera en altitudes sobre 2500 msnm. En
general, el amaranto crece mejor cuando la temperatura en forma cotidiana es
de al menos 21 °C, aunque A. hypochondriacus y A. cruentus toleran altas
temperaturas pero no resisten el frio, siendo A. caudatus mas tolerante al frio

gue otras especies (National Reasearch Council, 1984).

El cultivo del amaranto prospera en lugares calidos con temperaturas de 29 °Cy
en localidades templadas con temperaturas medias anuales de 14 °C, con
precipitaciones de 400 hasta 1300 mm anuales (INEGI, 1998). Los inviernos

definidos con heladas tempranas afectan principalmente al follaje, pero poco al



grano. La temperatura 6ptima para la germinacion es de 16 a 35 °C, su
crecimiento cesa a los 8 °C y a los 4 °C se dafia el cultivo (National Research

Council, 1984).

2.4. Caracteristicas de algunas especies del género Amaranthus

2.4.1. A. hypochondriacus (A. leucocarpus)

Domesticado en México, posiblemente de poblaciones silvestres de A. powelli, se
cultiva esporddicamente en México y Guatemala, mas intensamente en India y

Nepal; se utiliza como grano de sopas y tamales y para la elaboracion de dulces.

A. hypochondriacus es una planta herbacea anual de 1.5 a 2 m de altura, tallo
ramificado desde la base y marcado con estrias longitudinales, hojas largamente
pecioladas y ovadas que miden aproximadamente 15 cm de largo y 10 cm de
ancho, inflorescencias en paniculas terminales o axilares muy ramificadas de

aproximadamente 50 cm de largo.

Flores en paniculas terminales o axilares hasta 50 cm de largo, muy ramificadas,
con numerosas flores rojas o purpura de 4 a 5 mm, masculinas unas y femeninas
otras. El fruto es una capsula pequefia que se abre transversalmente y contiene
una sola semilla blanca, lisa y brillante, ligeramente aplanada y del tamafio de un
grano de mostaza. En la Cuenca de México se cultivan dos variedades de esta

especie: la morada y la blanca. La primera presenta espigas color rojo o purpuray

10



el borde de las hojas algo rosado, la blanca tiene espigas de color verde claro y

hojas de color uniforme.

Segun Feine et al. (1979), las semillas de amaranto son pequefias, ovaladas
blancas, lisas, brillantes y ligeramente aplanadas. Su peso varia entre 0.06 a 0.09

gramos por 100 semillas.

2.4.2. A. caudatus (A. edulis)

Originaria de los Andes, del Ecuador y del noreste de Argentina y, como la
especie anterior cultivada por sus granos en Asia. Se caracteriza por las
inflorescencias, por lo comun pendientes, hasta de un metro de largo, formadas
por numerosas ramas cilindricas y una terminal, o en ciertos tipos por ramas
cortas casi esféricas o en forma de maza; existen variedades de granos negros y

blancos.

2.4.3. A. cruentus

Es cultivado como grano en las tierras altas de México y Guatemala. Las ramas de
la inflorescencia no son simples como en las especies de A. hypochondriacus y A.
caudatus sino que emiten ramillas secundarias hacia la base y el apice. Por esta
apariencia de plumas de la inflorescencia, y por sus colores brillantes, esta

especie se cultiva comunmente como ornamental.

11



2.4.4. Otras especies
Amaranthus tricolor (A. gangeticus): Del Oeste de Asia, es una hierba que
alcanza hasta 1.5 m de altura en 40 o 60 dias y produce follaje abundante. Una

variedad, “Tampala”, es posiblemente la mas productiva de la familia.

Amaranthus lividus (A. blitum): Es también cultivada ampliamente, sobre todo la

variedad “Oleoracea” en China, Sureste de Asia y Africa Occidental.

Amaranthus dubius: Se cultiva principalmente en Africa occidental. Es posible
qgue de esa region su uso se extendiera a las Antillas y América Central, donde es
cultivado por los descendientes de los africanos. Es uno de los “calalies”, hierbas

de diferentes especies que se cocinan mezcladas.

Amaranthus hybridus: Es otra hierba de cultivo amplio y esporadico; en México

|II

se le conoce como “quintonil”. Estas especies de Amaranthus se consumen no

solo de plantas cultivadas sino que también se recogen de plantas silvestres.

Celosia argéntea: Es otra amarantdcea que se cultivada ampliamente, de

consumo popular en Africa occidental.

2.5. Relaciones filogenéticas en el amaranto

Las tres especies son diploides con 2n = 2X = 32 cromosomas, aunque hay

reportes de 2n = 34 en A. cruentus (Sauer, 1976).
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Hay claras incompatibilidades genéticas entre las tres especies. Gupta y Gudu
(1991) analizaron la viabilidad y fertilidad de todos los hibridos F1 posibles entre
las tres principales especies cultivadas: Las cruzas entre A. caudatus y A. cruentus
rindieron un numero pequefio de semillas F1 las cuales murieron a las cuatro
semanas después de la germinacion, Las cruzas entre A. hypochondriacus y A.
cruentus también rindieron muy pocas semillas F1, la mayoria murieron como
plantulas y las que sobrevivieron hasta la madurez (cuatro plantas) fueron
estériles. Los hibridos F1 entre A. hypochondriacus y A. caudatus resultaron mas
exitosos porque pudieron madurar y ser auto-polinizados para producir
generaciones F2 y F3, aunque presentaron polen con baja fertilidad (10.3 a 15.1
%). Tales sintomas de incompatibilidad subrayan la necesidad de realizar una
identificacion fiel al nivel de especies para poder realizar mejoramiento genético

y conservar los recursos genéticos de amaranto.

2.6. Tipos de marcadores moleculares
2.6.1. Antecedentes

Claros (1998) menciona que el mejoramiento genético se ha realizado desde la
prehistoria, toda vez que se han seleccionado y mejorado especies vegetales,
animales y microbianas, basandose principalmente en el fenotipo, esto gracias a
la variabilidad genética y a la heredabilidad de caracteres morfoldgicos, lo cual
requiere de observaciones exhaustivas de los organismos en diferentes estadios

de desarrollo.
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Dentro de los organismos vivos existe una gran variedad de formas
(morfoldgicas) que los distinguen entre si. Esta variabilidad o “polimorfismos”
genéticos, ocurren en forma natural dentro y entre diferentes poblaciones de
organismos. Cualquier diferencia genética detectable entre 2 individuos sirve
entonces como una etiqueta o “marcador genético” que se convertira en un
rasgo caracteristico propio de cada individuo o de cierto grupo de individuos.

Estos son los marcadores morfolégicos y los moleculares (Valadez - Kahl, 2000).

Sin embargo, antes de los moleculares una segunda generacion de marcadores
genéticos son los marcadores “bioquimicos”. Estos pueden ser representados
por los metabolitos secundarios, proteinas estructurales, isoenzimas o enzimas

(Valadez - Kahl, 2000).

Las isoenzimas son moléculas de proteinas con cargas eléctricas diferentes y que
pueden separarse utilizando procedimientos de electroforesis usualmente
mediante geles de almidéon (Staub et al., 1996). Tanto los marcadores
morfoldgicos como los bioquimicos pueden ser especificos de un tejido en
particular o de un estadio de la planta. Aunque hay muchos casos en que han
tenido éxito los marcadores morfoldgicos y bioquimicos; los dos, sin embargo,
presentan desventajas como lo son las atribuibles a la interaccion con el

ambiente (Mendoza-Herrera y Simpson, 1996).
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Los marcadores moleculares se basan en las variaciones al nivel del ADN. Estos
no son afectados por el ambiente al depender de las propiedades del ADN, las
cuales no cambian aunque las plantas estén sujetas a condiciones variadas y

extremas (Valadez - Kahl, 2000).

Los avances de la biologia molecular durante la década de los 80’s han aportado
esta clase nueva de llamados “marcadores genético-moleculares” que permiten
visualizar diferencias tangibles entre las secuencias homédlogas del ADN de los
organismos. Estas diferencias resultan de cambios o re-arreglos entre los pares
de bases que conforman este tipo de molécula, tales como: translocaciones,
inversiones, inserciones o deleciones en regiones homoélogas. Este tipo de
marcadores detecta variaciones directas a nivel del ADN y tienen ventajas como
el hecho de ser dominantes o codominantes, de desarrollarse de manera estable,
de carecer de efectos pleiotrépicos y sobre todo de no estar sujetos a interaccion

con el ambiente (Claros, 1998).

Para obtener marcadores de ADN, se usan diferentes métodos que se pueden
agrupar de manera convencional en tres categorias. La primera se basa en la
técnica conocida como hibridacidon tipo “Southern”. Esta técnica tiene el
proposito de explorar las variaciones en la longitud de los fragmentos del ADN
ocasionados por la restriccion del genoma con alguna endonucleasa particular.

En esta categoria se incluye a los RFLP y a los VNTR (Valadez - Kahl, 2000).
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La segunda categoria agrupa las metodologias basadas en la tecnologia de la
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (polymerase chain reaction). Esta
tecnologia utiliza secuencias de oligonucledtidos que inician la sintesis in vitro de
fragmentos de ADN de longitudes variables no mayores de 6 kb en promedio.
Estas secuencias pueden ser aleatorias, semialeatorias o especificas. Para esta
tecnologia se pueden citar como ejemplos las metodologias RAPD, AP-PCR, DAF y

AFLP (Valadez - Kahl, 2000).

La tercera categoria involucra metodologias que combinan la PCR o sus
productos de ADN mas la hibridacién tipo Southern. Por ejemplo la técnica de
RAHM o llamada también RAMPO, que requiere de la sintesis previa de ADN con
cualquiera de las metodologias de la PCR y la posterior hibridaciéon con alguna
sonda que detecte microsatelites, optimizando de esta manera la tipificacion del
ensayo pues con el resultado de la PCR se detecta un patron de fragmentos
llamados de “primera generacion” pero al hibridar las huellas con una sonda
radioactiva que detecta microsatelites se revela otro patron llamado de “segunda

generacion”(Valadez - Kahl, 2000).

2.6.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una reaccidn enzimatica en la cual un segmento de ADN de una regién
especifica del genoma de la especie se amplifica de manera ciclica en una mezcla
de reaccidn in vitro; lo anterior permite un aumento exponencial del segmento

seleccionado de ADN, llegando a obtener millones de copias que por cantidad es
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posible visualizar aun cuando la secuencia que se busca se encuentre en

concentracion muy baja (Saiki et al., 1988).

La reaccién basica de la PCR comienza con la desnaturalizacion del ADN molde
para separar las cadenas, continla con el alineamiento de un par de
oligonucleétidos con el ADN entre los dos oligonucleétidos y se sigue con un
paso de amplificacién. Luego, se vuelve a la desnaturalizacién para comenzar un

nuevo ciclo (Claros, 1998).

Segun la técnica, se usan uno o dos oligonucledtidos sintéticos (iniciadores),
generalmente de entre 10 a 30 pares de bases de longitud y complementarios a
la secuencia nucleotidica de los extremos del ADN o disefiados para hibridar en
direccién contraria. El método implica la ejecucién de una serie repetitiva de
ciclos, cada uno de los cuales involucra la desnaturalizacion del ADN, la unién del
iniciador a la cadena desnaturalizada y la sintesis, a partir del iniciador, de una
doble cadena mediante la accién de la polimerasa. Lo anterior resulta en una
acumulacién exponencial de un fragmento especifico de ADN (Valadez - Kahl,

2000).

2.6.3. Amplificacion aleatoria del ADN polimaérfico (RAPD)

En RAPDs se utilizan iniciadores aleatorios, donde los polimorfismos se detectan
mediante la presencia o ausencia de bandas, no involucra la transferencia tipo
‘Southern’ y son una herramienta para generar mapas genéticos y analizar

relaciones taxonémicas (Valadez - Kahl, 2000).
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Los marcadores RAPDs son generados por la amplificacion mediante PCR de
segmentos aleatorios de ADN gendmicos con iniciadores sencillos usualmente de
10 nucleétidos de longitud, de secuencia arbitraria. Los iniciadores son utilizados
como sustratos por parte de la Tag ADN polimerasa, para sintetizar y extender
las secuencias gendmicas a partir del extremo OH-3" de los iniciadores. La
realizacion de este proceso, produce un discreto conjunto de productos de ADN
amplificados que representan “blancos” de secuencias flanqueadas por los
iniciadores orientados de forma opuesta y alineados en los sitios
complementarios. Los productos amplificados pueden separarse mediante
electroforesis en geles de agarosa o de poliacrilamida y visualizarse mediante

tincidon con bromuro de etidio o plata.

Los RAPDs son marcadores dominantes con polimorfismos entre individuos

definidos como la presencia o ausencia de una banda particular.

2.6.4. Intermicrosatelites o Intersecuencias Simples Repetidas (ISSRs)

En la técnica de ISSRs se utilizan iniciadores cuya secuencia debe estar formada
por di- o trinucledtidos con un nucledtido extra en la terminacidn 3. El iniciador
es complementario a una regidon microsatelite blanco, y el nucledtido extra
permite la amplificacion solamente si el ‘primer’ se pega a la terminacion 5'del
microsatelite con un primer nucledtido disponible en la secuencia flanqueadora.
Tales nucledtidos extras juegan el papel de “anclas” y aseguran que la
amplificacién inicie siempre del extremo 5°del microsatelite. En donde el cebador

localiza dos regiones microsatelite separadas por una secuencia gendmica
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amplificable del ADN blanco, la reaccién de PCR generara una banda de tamano
particular para ese “locus”, representando el fragmento de ADN que se

encuentra entre los microsatelites (Bornet y Branchard, 2001).

Los ISSR permiten detectar alta variacidon y son muy reproducibles, dado esto
ultimo principalmente por las altas temperaturas de alineacién utilizadas durante
la PCR. Ademds, para diseiar los ‘primers’ no es necesario conocer secuencias
del genoma del organismo en estudio, por lo que se han utilizado ampliamente
en estudios de variacion genética entre individuos muy cercanos y en la

identificacion de variantes con importancia agricola (Nagaoka y Ogihara, 1997).

Las bandas obtenidas son analizadas como marcadores dominantes, lo cual
significa que cada banda corresponde a un locus. La presencia de la banda
representa el genotipo dominante, mientras que la ausencia de la misma

representa al genotipo recesivo.

2.7. Estudios realizados con marcadores moleculares en amaranto

Dehmer (2003) realizé un estudio sobre diversidad genética en Amaranthus. En
él se evalud 40 accesiones del banco genético IPK comprendiendo 13 especies
utilizando marcadores AFLP. Se obtuvo un arbol genético mediante el analisis de
un total de 893 bandas, separando las especies en los grupos correspondientes

segln la clasificacién taxondmica imperante.

19



Wasson y Tranel (2005) publicaron un estudio de amplificacion de fragmentos
polimdrficos (AFLP) basados en relaciones de especies consideradas malezas o

hierbas y especies de amaranto cultivadas.

Ranade et al. (1997) evaluaron amarantos para determinar variacién Inter e
intra-especies utilizando marcadores RAPD. Encontraron que A. hypochondriacus
y A. caudatus estan genéticamente relacionados, mientras que estas dos

especies estan genéticamente alejadas de A. hybridus.

Mandal y Das (2002) también realizaron un estudio de diversidad genética intra-
e inter-especies en Amaranthus usando RAPDs. Reportan que A. cruentus se

encuentra genéticamente alejado de los A. hypochondriacus y A. caudatus.

Legaria (2010) realizé el estudio intitulado ‘Diversidad genética en algunas
especies de Amaranto (Amaranthus spp.)’ obteniendo como resultado que el A.
hypochondriacus se relaciona mas con A. caudatus y la especie mas alejada fue A.
cruentus, esta conclusiéon se obtuvo luego de evaluar 103 colecciones de

Amaranthus.
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IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

En el presente estudio 14 genotipos de amaranto fueron evaluados para la

caracterizacion de especies y razas de amaranto (Cuadro 1, Anexo 7.1), mientras

gue para el analisis de poblaciones se incluyd un genotipo mas, siendo

estudiados 15 genotipos, integrando 5 individuos por genotipo, lo que sumd un

total de 75 accesiones (Cuadro 2, Anexo 7.1).

Cuadro 1. Caracteristicas de los genotipos de Amaranthus evaluados en la

caracterizacion de especies y razas de amaranto.

Numero de colecta Especie Raza Color de grano
13 hypochondriacus ‘Azteca’ Café-oscuro
35 hypochondriacus ‘Azteca’ Blanco
16 hypochondriacus ‘Mercado’ Blanco
21 hypochondriacus ‘Mercado’ Café
68 hypochondriacus ‘Nepal’ Blanco-negro
83 hypochondriacus ‘Nepal’ Rosado
87 hypochondriacus ‘Nepal’ Blanco
102 hypochondriacus ‘Mixteco’ Cristalino
22 cruentus ‘Mexicana’ Blanco
27 caudatus ‘Sudamericana’ Blanco-café
91 caudatus ‘Sudamericana’ Blanco

93,97 caudatus ‘Sudamericana’ cristalino
96 caudatus ‘Sudamericana’ Negro-blanco
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Cuadro 2. Caracteristicas de los genotipos de Amaranthus evaluados en el andlisis de

poblaciones.
Numero de colecta Especie Raza Color de grano

13 hypochondriacus ‘Azteca’ Café-oscuro
35 hypochondriacus ‘Azteca’ Blanco
16 hypochondriacus ‘Mercado’ Blanco
21 hypochondriacus ‘Mercado’ Café
68 hypochondriacus ‘Nepal’ Blanco-negro
83 hypochondriacus ‘Nepal’ Rosado

80, 87 hypochondriacus ‘Nepal’ Blanco
102 hypochondriacus ‘Mixteco’ Cristalino
22 cruentus ‘Mexicana’ Blanco
27 caudatus ‘Sudamericana’ Blanco-café
91 caudatus ‘Sudamericana’ Blanco

93,97 caudatus ‘Sudamericana’ cristalino
96 caudatus ‘Sudamericana’ Negro-blanco

3.2. Protocolo de Extraccion de ADN

Se utilizé el protocolo propuesto por De la Cruz et al. (1997), adaptado en el

Laboratorio de Biotecnologia Aplicada en la Universidad Autdénoma Chapingo.

Se maceraron 3 g de muestra fresca usando nitrégeno liquido en un mortero,
dejando un polvo muy fino. Se transfirio el macerado con la ayuda de una
espatula a un microtubo de 1.5 ml que contenia 600 ul de amortiguador de

extraccidon, mezclando bien el amortiguador y el tejido pulverizado.

Se incubd por 10 min a una temperatura de 65 °C realizando una inversién

ocasional a los tubos. Se adicionaron 200 ul de acetato de potasio a una
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concentracion 5M, se agitaron los tubos por inversion y se dejaron por 30 min a
una temperatura de 4 °C. Se centrifugd a temperatura ambiente por 10 min a
una velocidad de 15000 x g, luego se transfirié el sobrenadante a otro microtubo
de 1.5 ml con 700 pl de isopropanol frio, se mezclé por inversion y se incubd por

30 min a una temperatura de -20 °C.

Se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 min a una velocidad de 10000 x
g, eliminando el sobrenadante y procediendo luego a disolver el precipitado en
200 pl de solucién para diluir; luego de estar disuelto el precipitado se anadio 2

ul de ARNasa A y se dejé incubar por 1 hora a una temperatura de 37 °C.

Luego se adiciond 20 ul de acetato de sodio con una concentracién 3M y 200 ul
de isopropanol, se mezcld por inversion y se dejé incubando por 2 horas a una

temperatura de -20 °C.
Se centrifugd a temperatura ambiente por 5 min a una velocidad de 10000 x g, se
elimind el sobrenadante y se lavé el precipitado con 300 pl de etanol al 70 %,

luego se dejo secar la pastilla y se disolvié en 100 pl de TE.

Las muestras se almacenaron a 4 °C para futuros analisis.
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3.3. Concentracion y Calidad de ADN
La concentracion del ADN extraido se cuantificd en un espectrofotémetro Jenway

6305® UV/vis a 260 nm de absorbancia.

La calidad del ADN se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8
% (p/v). En cada uno de los pozos del gel, se colocé una mezcla compuesta de 3
pug de ADN y 1.5 pl de amortiguador de carga (0.1 % azul de bromofenol, 0.1 %
xylen cianol, 30 % de Ficoll y 1 % de SDS).

El amortiguador de corrida utilizado fue TAE 10X (40mM tris-acetato, pH 7.6;
1mM Na,-EDTA), diluido a una proporcidon de 0.5X; la electroforesis se realizé a
80 voltios por un periodo de 2 h; transcurrido este tiempo el gel fue tefido con
bromuro de etidio (0.5 mg.mL?') Las imagenes se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta KODAK EDAS-290. La calidad del ADN se
definié como aceptable, al obtener una banda integra y uniforme por arriba de
aproximadamente 12,000 pb, de cada una de las variedades evaluadas. Se utilizé

el marcador 1kb ADN ladder plus (GeneRuler).

3.4. Condiciones de la PCR

Mediante la técnica de PCR se sintetizaron fragmentos especificos de ADN con la
finalidad de detectar polimorfismos en el genoma de amaranto. Se utilizaron los
programas siguientes de termociclador para RAPD e ISSR, respectivamente: para
RAPD se utilizé el equipo Techne TC-512 y el programa comprendio: 1 ciclo inicial

de desnaturalizacion de 2 min a 94 °C; 38 ciclos (comprendiendo Ia
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desnaturalizacion, alineamiento y extensiéon) de 30 sa 94 °C,30sa 38 °C, y 1.3
min a 72 °C, respectivamente; vy al final 1 ciclo de extensién de 3 min a 72 °C

(Figura 1).

1 Ciclo 38 Ciclos 1 Ciclo

94 °C to94°C

200" i 030" \ 72°C__ i _72°C
: 2 130  : 300"

0730” 4°C

Figura 1. Esquema del programa de temperaturas utilizado para la obtencion de RAPD
en el termociclador Techne TC-512.

Para obtener ISSR se utilizé también el equipo Techne TC-512 y el programa
comprendié: 1 ciclo inicial de desnaturalizacion de 2 min a 94 °C; 38 ciclos
(comprendiendo la desnaturalizacion, alineamiento y extensién) de 30 s a 94 °C,
30sa50°C, 1.3 mina 72 °C, respectivamente; y al final 1 ciclo de extension de 3

min a 72 °C (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del programa de temperaturas utilizado para la obtencién de los ISSR
en el termociclador Techne TC-512.

Los componentes de reaccion para el analisis de RAPD se colocaron en tubos
Eppendorf de 200 pl conteniendo cada uno 25 pl de los siguientes componentes;
4 pl de ADN (10 ng/ul), 0.3 pl enzima Tag ADN polimerasa (5U.uL™?), 10 pl de
dNTPs (500 uM), 2.5 ul de amortiguador (10X), 2 ul de MgCl, (50 mM), 3 ul de
iniciador y 3.2 ul de H,0 bidestilada.

Los componentes de reaccidn para el analisis tipo ISSR fueron los mismos que se

utilizaron para RAPD solo que los iniciadores fueron los de ISSR.

Se utilizaron siete iniciadores para el caso de RAPD y 10 para ISSR (Cuadro 3) para
la caracterizacion de especies y razas de amaranto mientras que para el estudio
de poblaciones se utilizaron seis iniciadores para el caso de RAPD y seis para ISSR

(Cuadro 4).
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Cuadro 3. Iniciadores utilizados para generar los marcadores RAPD e ISSR para la
caracterizacidn de especies y razas de amaranto.

Iniciadores Secuencia

RAPD

A02 5°-TGC CGA GCT G-3°

A09 5-GGG TAA CGC C-3°

A20 5-GTT GCG ATC C-3°

BO1 5-GTT TCG CTC C-3°

BO4 5°-GGA CTG GAG T-3'

B0O6 5-TGC TCT GGC C-3’

B15 5-GGA GGG TGT T-3’

ISSR

Al 5’-ACACACACACACACACT-3’

A2 5’-CCGCCGCCGCCGLCGLeG-3
Ad 5’-CACACACACACACACAAG-3’
A9 5°-CACACACACACACA-3’

A10 5’-GAGAGAGAGAGAGAGA-3’
P1 5’-GAGCAACAACAACAACAA-3’
P2 5'-CTGAGAGAGAGAGAGAGAG-3’
P3 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGTG-3’
P4 5'-ATGATGATGATGATG-3’

P5 5’-AGAGAGAGAGAGAGAG-3’




Cuadro 4. Iniciadores utilizados para generar los marcadores RAPD e ISSR para el andlisis

de las poblaciones.

Iniciadores

Secuencia

RAPD
A02
A09
A20
BO1
BO6
B15
ISSR
A9
A10
P1
P2
P3
P5

5°-TGC CGA GCT G-3’
5°-GGG TAA CGC C-3’
5°-GTT GCG ATC C-3°
5°-GTT TCG CTC C-3’
5°-TGC TCT GGC C-3°
5-GGA GGG TGT T-3°

5°-CACACACACACACA-3’
5'-GAGAGAGAGAGAGAGA-3’
5’-GAGCAACAACAACAACAA-3’

5'-CTGAGAGAGAGAGAGAGAG-3’

5'-AGAGAGAGAGAGAGAGTG-3’
5"-AGAGAGAGAGAGAGAG-3’

3.5. Elaboracion de geles

Los productos amplificados de PCR se separaron mediante electroforesis en geles

de agarosa con una concentracion de 1.2 %. Para el corrimiento de las muestras

se utilizaron 12.5 pl del producto de la reaccion de PCR agregando 1 ul de

amortiguador de carga. Como referencia se utilizd el marcador 1kb ADN ladder

plus (GeneRuler).
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Los geles se corrieron a 120 voltios aproximadamente por 2 h en amortiguador
TAE 0.5X y se tifleron con bromuro de etidio.
Para la documentaciéon de las huellas de ADN se utilizé el sistema Kodak High

Perfomance Ultraviolet Transilluminator EDAS-290.

3.6. Analisis estadistico de la informacion

Se determind el nimero de bandas o polimorfismos de cada genotipo que fueron
visualizados en los geles de agarosa para cada iniciador; con estos datos se
generd una matriz binaria 1 y 0; donde el 1 indicé la presencia de una banda de

ADN particular en una muestra y el O represento la ausencia de dicha banda.

La matriz de los datos se vacié en una hoja de cdlculo (EXCEL) para su posterior
utilizacion en el programa NTSYS version 2.2 (Numerical Taxonomic Analysis
System), calculando similitudes genéticas entre todas las muestras. Con este
procedimiento se obtuvo una matriz de similitud aplicando el coeficiente de

Jaccard.
En cuanto a la construccién de dendrogramas, éstos se elaboraron segun el
indice de similitud de Jaccard, tomando a cada accesiéon como una unidad

taxondmica operacional (OTU).

Con la ayuda del programa FreeTree versién 0.9.1.50 se realizd 1000 re-

muestreos para obtener el arbol mas robusto.
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Para el analisis de poblaciones se usd el programa PopGen 32 (Yeh et al., 1999)
considerando como muestra a cinco individuos de cada poblacién. En el analisis
se estimaron pardmetros como el porcentaje de /oci polimérficos (p), nimero de
alelos observados por locus (Na) numero efectivo de alelos por locus (Ne), indice
de diversidad genética de Nei (H), indice de diversidad genética de Shannon (l),
coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones (Gsr) y nimero de

individuos migrantes (Nm).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1. Caracterizacion de especies y razas de amaranto
El ADN de las accesiones a analizar obtenido durante la purificacion fue de buena
calidad como se muestra en la Figura 3, donde se observa una sola banda de alto

peso molecular y bien definido en la parte superior del gel.

Marcador
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1000 =¥
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Figura 3. Gel de calidad de ADN para la caracterizacién de especies y razas de amaranto.

Se probaron 20 iniciadores RAPD y 10 ISSR de los que se seleccionaron los que se
muestran en el Cuadro 3. Los iniciadores seleccionados para obtener los patrones
RAPD e ISSR permitieron la amplificacion de un buen numero de bandas
polimorficas, claras y nitidas entre razas y especies de amaranto. En la Figura 4 se
muestra un ejemplo de los patrones de bandas obtenidos y los niveles de

polimorfismo detectado.
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Figura 4. Patrones de bandeo de los genotipos de Amaranthus evaluados. A. Patrones
RAPD obtenidos con el iniciador A02. B. Patrones ISSR obtenidos con el iniciador P1.
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Los iniciadores que generaron mayor numero de bandas fueron los ISSR
presentando un total de 71 bandas con las cuales se elabord una matriz bésica
de datos con 994 caracteres (Cuadro 5). En cambio los iniciadores RAPD
amplificaron un total de 70 bandas lo que permitio la elaboracidon de una matriz

basica de datos con 980 caracteres (Cuadro 5).

Cuadro 5. Numero de bandas obtenidas por iniciador en la caracterizacién de especies y
razas de amaranto.

Iniciadores Secuencia Num. Totalde  NuUm. Total de bandas % de polimorfismo
RAPD Bandas polimérficas

A02 5°-TGC CGA GCT G-3’ 12 9 75
A09 5’-GGG TAA CGC C-3’ 10 5 50
A20 5-GTT GCG ATC C-3’ 9 8 89
BO1 5°-GTT TCG CTC C-3° 10 6 60
BO4 5-GGA CTG GAG T-3’ 9 8 89
BO6 5°-TGC TCT GGC C-3’ 10 6 60
B15 5’-GGA GGG TGT T-3' 10 3 30
ISSR

Al 5’-ACACACACACACACACT-3’ 7 6 86
A2 5’-CCGCCGCCGCCGCCGCCG-3’ 5 5 100
A4 5°-CACACACACACACACAAG-3’ 5 4 80
A9 5°-CACACACACACACA-3’ 3 3 100
Al10 5'-GAGAGAGAGAGAGAGA-3’ 9 8 89
P1 5’-GAGCAACAACAACAACAA-3’ 10 6 60
P2 5’-CTGAGAGAGAGAGAGAGAG-3’ 8 6 75
P3 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGTG-3’ 8 7 88
P4 5'-ATGATGATGATGATG-3’ 8 4 50
P5 5'-AGAGAGAGAGAGAGAG-3’ 8 5 63
Total de bandas 141 99
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El porciento de polimorfismo detectado con iniciadores RAPD varié de 30 a 89 %,
con los iniciadores B15 y A20 y BO4. Los iniciadores ISSR detectaron mayor
polimorfismo, en un rango de 50 a 100 % (iniciadores P4 y A2 y A9). Esto
demuestra que los marcadores ISSR se presentan mas discriminantes en relacién

a lo RAPD.

4.1.1. Analisis de escalonado multidimensional

Se realiz6 el analisis de escalonado multidimensional a los datos obtenidos tanto
de la matriz RAPD (Anexo 7.2), matriz ISSR (Anexo 7.3) y matriz de consenso
“RAPD + ISSR” (Anexo 7.4) con el propdsito de identificar la distribucidon
adecuada de los genotipos de los cuales se obtuvieron los resultados que se

muestran en las Figuras 5y 6; en 2 y 3 dimensiones, respectivamente.

En los gréficos de 2D y 3D que se obtuvieron con los datos de RAPD (Figura 5A y
6A) se observod la formacién de 3 grupos, donde el grupo 1 se constituyd con las
diferentes razas de la especie A. hypochondriacus, el grupo 2 estuvo conformado
especialmente por la especie A. caudatus mas dos accesiones de las razas de A.
hypochondriacus ‘Mixteco’ y ‘Nepal’; mientras que el 3 se formd sélo con la

especie A. cruentus.

En las figuras de 2D y 3D que se obtuvieron con los datos de ISSR (Figuras 5B y

6B) se observd la formacién de tres grupos, que se constituyeron de la manera

siguiente: un grupo se integré solo con las diferentes razas de A.
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hypochondriacus; otro con A. caudatus y la accesién de una raza de A.

hypochondriacus ‘Mixteco’ y el tercero se formd con los A. cruentus.
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Figura 5. Distribucion de grupos de los genotipos de Amaranthus. A. RAPD. B. ISSR. C.

RAPD+ISSR.
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Figura 6. Grafica en 3D mostrando la distribucién de grupos de los genotipos de
Amaranthus. A. RAPD. B. ISSR. C. RAPD+ISSR.
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En los graficos de 2D y 3D que se obtuvieron con los datos del consenso
“RAPD+ISSR (Figuras 5C y 6C) se observé también la formacion de tres grupos.
Un grupo se constituyd solo de las diferentes razas de A. hypochondriacus, otro
con la especie A. caudatus mas una raza de A. hypochondriacus ‘Mixteco’ y el

tercero se integro con los A. cruentus.

Con la informacion de los analisis de escalonado multidimensional se llega a la
conclusién de que se forman tres grupos principales: grupo 1: esta formado por
razas de A. hypochondriacus. Grupo 2: esta formado por las razas de A. caudatus
mas la raza de A. hypochondriacus ‘Mixteco’. Grupo 3: se forma con la raza A.

cruentus.

En el andlisis con RAPD se observé la inclusiéon de A. hypochondriacus raza
‘Nepal’ ademas de la raza ‘Mixteco’ junto con A. caudatus en el segundo grupo,
mientras que los ISSR separaron a la raza ‘Nepal’ de dicho grupo, lo que sugiere
gue los marcadores ISSR son mas eficientes que los RAPD para discriminar razas y

especies durante la caracterizacidon de accesiones de amaranto.

4.1.2. Construccion de dendrogramas
El andlisis de conglomerados de RAPD resulté en la formacion de tres grupos a un
coeficiente de similitud de Jaccard de 0.70 (Figura 7A), quedando integrados de

la manera siguiente:
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Grupo 1: A. hypochondriacus (‘Azteca’ 13; ‘Mercado’ 21; ‘Azteca’ 35;
‘Nepal’ 87; ‘Mercado’ 16; ‘Nepal’ 68), estas razas agruparon a un
coeficiente de similitud de 0.72.

Grupo 2: A. hypochondriacus (‘Nepal’ 83; ‘Mixteco’ 102), A. caudatus
(‘Sudamericana’ 27; ‘Sudamericana’ 91; ‘Sudamericana’ 93;
‘Sudamericana’ 97; Sudamericana’ 96) estas especies y razas se agruparon
a un coeficiente de similitud de 0.76.

Grupo 3: A. cruentus ‘Mexicana’ 22 esta especie se unié a las otras a un

coeficiente de 0.68.

Mientras que el analisis de conglomerados de ISSR mostré también la formacion

de tres grupos a un coeficiente de similitud de 0.58 (Figura 7B). Los grupos se

conformaron de la manera siguiente:

Grupo 1: incluyé solo a razas de A. hypochondriacus (‘Azteca’ 13;
‘Mercado’ 21; ‘Mercado’ 16; ‘Nepal’ 68; ‘Azteca’ 35; ‘Nepal’ 83 y ‘Nepal’
87), estas razas se agruparon a un coeficiente de similitud de 0.69.

Grupo 2: integré a A. hypochondriacus (‘Mixteco’ 102) y a A. caudatus
(‘Sudamericana’ 93; ‘Sudamericana’ 97, ‘Sudamericana’ 96,
‘Sudamericana’ 27 y ‘Sudamericana’ 91; estas especies y razas agruparon a
0.62.

Grupo 3: A. cruentus ‘Mexicana’ 22, agrupd a 0.56.
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Realizando un dendrograma con los datos de consenso “RAPD + ISSR” a fin de
determinar si se lograba un agrupamiento mas adecuado de las especies y razas
estudiadas (Figura 7C) se obtuvo la formacion de tres grupos a un coeficiente de

similitud de 0.66. Los grupos se distinguieron como sigue:

e Grupo 1: A. hypochondriacus (incluyé a las razas ‘Azteca’ 13; ‘Mercado’
21; ‘Azteca’ 35; ‘Mercado’ 16; ‘Nepal’ 68; ‘Nepal’ 87;), estas razas unieron
a 0.72 de similitud.

e Grupo 2: A. hypochondriacus (‘Nepal’ 83; ‘Mixteco’ 102) y A. Caudatus
(‘Sudamericana’ 93;  ‘Sudamericana’ 97, ‘Sudamericana’ 91;
‘Sudamericana’ 96; ‘Sudamericana’ 27), estas especies y razas agruparon a
0.68.

e Grupo 3: A. cruentus 'Mexicana’ 22, esta especie agrupd a un coeficiente

de similitud de Jaccard de 0.60.

Segun la linea de corte de los tres dendrogramas se observa que A. cruentus
’'Mexicana’ es la especie-raza que se encuentra menos relacionada con A.
hypochondriacus y A. Caudatus mientras que A. hypochondriacus y A. Caudatus
se encuentran mas relacionadas entre si, estos resultados estdn de acuerdo con
los obtenidos por otros autores como Ranade et al. (1997), Mandal y Das (2002)
y Legaria (2010).
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Figura 7. Dendrogramas de relaciones entre 14 genotipos de Amaranthus, obtenido con
datos de: A. RAPD, B. ISSR y C. Consenso “RAPD + ISSR”.
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4.1.3. Re-muestreo

Utilizando el programa FreeTree y el coeficiente de Jaccard se obtuvieron arboles
robustos luego de 1000 re-muestreos (Figura 8A, B y C). Los valores de
coeficientes de similitud de Jaccard correspondientes se muestran en los Cuadros

6A, By C.

El dendrograma re-muestreado utilizando datos RAPD (Figura 8A) mostrd la

formacion de solo dos grupos.

e El primer grupo integrado solo con razas de la especie A. hypochondriacus
que incluye a ‘Nepal’ 68; ‘Mercado’ 16; ‘Mercado’ 21; ‘Azteca’ 13; ‘Azteca’
35y ‘Nepal’ 87.

e El segundo grupo esta formado con las tres especies estudiadas A.
caudatus (‘Sudamericana’ 27; ‘Sudamericana’ 91; ‘Sudamericana’ 93;
‘Sudamericana’ 97 y ‘Sudamericana’ 96), 2 razas de A. hypochondriacus

(‘Nepal’ 83; ‘Mixteco’ 102), y a A. cruentus 'Mexicana’ 22.

En el segundo grupo se observa que A. hypochondriacus esta genéticamente mas

relacionada con A. caudatus que con A. cruentus.
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Cuadro 6. Valores de similitud genética de re-muestreo de: A. RAPD, B. ISSRy C.
Consenso (RAPD + ISSR).

{4} RAPD

AHY A-25 | AHYM-18 | AHYM-21 l.l-l‘l’H-ﬁll.i.H"l’H-l: AHYMN-BT [AHYMI-102 |ACRM-22 | ACAS-27| ACAS-21|ACAS-B3 ACAS-0E | ACAS-8T
AHYA-35 0.62081 08| D67273] DBOE5E 075  063534] 0.70175) 060656) 068652) 075436] 0.58065) 071186
AHYM-16 | 069001 077778 078l osi7| 067213 081867] 062080 081017] 053934 067241 061017 086102
AHYM-Z1 0.8] 077778 0.79245] 060317] 0.74184]  066128) 068452) 060317) 070568 068852 060317 067742
AHYN-E8 | 067273 0.78] 079245 067857 066333] oe2m2] oenss| oeoea] o0ses| 0s2m2] 062089] 084407
AHYMN-83 | 060656 061017 060317 067857 064615 072601 0.65] 066667] 0 77066] 0.75862 0.78571] 0 74576
AHYN-8T 075 067213] 074194 068333] 064615 065152 068254 067183] 0.72308] 073016 064615 085231)
AHYME-102| 063834) 061667 066128) 063T12] 072e81] 065152 0.68333] 08143 oae483] 07831] 0.82143] 0.81034]
ACRM-22 | 070175] 062065 0684e2] 063158] 065] 068254] 068333 | n73ee4] 07s271| 068333] 050677 0.72881
ACAS-Z7 | D60656| 061017 060317 062069] 066667) OG71BB| 082143 073664 077065 07| 075430 07166
ACAS-91 063852 063934 070968 065 077966] 072308] 084483 076271] 077986 084483 u.awaq_l 0.85207)
ACAS-83 | 075430 067241 06E852| 062712 015662) 073016 0.7931 0 G 0.7] 04483 0.7a547| 090008|
[ACAS-08 | 058085 061017 060M7| 062069 078571) 084815 082143 0.58677] 0.75439] 081034 0.78947 nn‘ag‘
ACAS-37 | 0.71186) 066102 067742 n.sm:"l 0.74576] 068231)  0.61034) 0.72881] D.71667) 0 60207| 0.90008) 077560

(B} 155K

AHYA-38 [AHYM-16 [AHYM-21 [AHYN-58 |AHYN-83 [AHYN-87 [AHYMX-102 [ACRM-22 [ACAS-27 [ACAS-91 ACAS-53 [ACAS 96 wl
AHYA-38 073468 072222 075 07068] 064516 [E 05| OETET| 0GTE25] 053846 060T84| 056604
AHYM-18 | 073463 076 079167) 052069) 064407] 058333 048837 0.71111] 064708] 053061 054 058184
AHYM-21 | 07228 076 077358 0.72861] 066667 052727 0.44] 0603TT| 067273 O50008] 057407] 053571
AHYN-EB 0.75] 079167 0.77358 050462) 077586) 040091 042857 056604 057305 05 059615] 055554
AHYN-83 07068 0620658) 077881 089482 065672 057885 041816 050648] 066102] 05614] 085455 058621]
AHYMN-BT 0645168] 064407 066867 O F7586| 065872 045313 03TIEE I:I5-1E1:!| 0.55385] 046032 054098 l]--lB-ll'J;Bl
AHYMX-102 0.5 053333 052727] 049091 057885 045313 05| ne5e0a] 063265 0775 0EETET| 080466
ACRM-X2 0.5] 048837 0.44] 042857) 041818] 037388 [13 05641 047826 0475 045238) 0.47619]
ACAS-2T 067347] 071111] 060377] 056604 050649] 051813 085008 05641 06875 063638 048]0
ACAS-81 067925] 064706] 067273 D5/B95| 066102 055385 063265 OATEE| 068715 0.68085) 058624 067347
ACAS-03 | 053948] 053081] 050900 05 05614] 045032 0775 0475 0636 0GB0ES n&7442] 087174
ACAS-36 | OGOTE4]  054) 057407 0509615 065455 054098  069761| 045238]  0.48) 058824] 067442 070455
ACAS-87 056504 050194 053571 0ESES6| 058521] 048438 080488 047610] 063043 067347 08TITH DTM45S

{C) Consenso "RAPD +ISSR"

AHY =30 [AHYM-16 [AHYM-21 [AHYN-68 [AHYN-83 [AHYN-87 [AHYMX-102 [ACRM-22 [ACA 5-27 [ACAS-91 [ACAS5-53 [AcAS-06 [ACAS-97]
AHYAS 071154 076147] 071028) 065546] 068672 057301 081185] DE3B36) 068421 065139 0.50292 u.%
AHYM-16 | 071154 0.76823) 078571 061538 065833]  0BO0IBS| 056436) 065385 0642860 060748) 057788 06
AHYM-21 | 0.76147] 0789723 p78207] 066303)  0704] 050870 05778d| 0E0345] 069731] 0B0345) 0.58974] 061017
AHYNE8 | 071028 078571 078302 0.66686] 072881 05614 053774] 059458) 061538 056637 0.60908] 060177
AHYNS3 | 065546 061538) 066303 063696 | 085152 065517 053913] 063248 072034 066087) 0.72072) 066667
AHYNE7 | 069672 0658330 0704 072681 065152 055385 053279 059524] 063846 059524] 0.58524] 05691
AHYMYADZ| 057391 OG0MBS| 050820 05614 065517 056385 081 0.75] 074765 0.78571] u.mml o.ﬁ
ACRM-22 061165 058436 057708 053774 |:I53913| 053279 061 066667 0631 0.6 ﬂﬁaﬂiﬂl uﬂz&?‘ﬁl
acas27 | 063638] 065385 060345 059455) 063248] 050524 0.75] 066567 0.73832] 067308] 0.62517] 08
ACASH 068421| 064266) 068231 DB1536| 0.72034] 063846 074766  06361] 073632 0.77143] 070642 07757
ACAS-93 | 065138 060748] 0B0345] 056637 0B6087] 0.58524] 078571 06] 067108 077143 074 o
ACAS-96 | 0552927 057780] 056974 060805 072072 055524  076768] 053546] 062617) 070642 074 07451
ACAS-H7 | 064286 062953 061017 OE0177| 066667] 058915 080808 062376 067025 07757 0F9s62| 07451
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El dendrograma re-muestreado utilizando datos ISSR (Figura 8B) mostrd la

formacion de tres grupos, de forma parecida al arbol obtenido sin el re-

muestreo.

Un primer grupo estuvo formado por los A. hypochondriacus (‘Azteca’ 13;
‘Mercado’ 21; ‘Mercado’ 16; ‘Nepal’ 68; ‘Azteca’ 35; ‘Nepal’ 83 y ‘Nepal’
87).

El segundo grupo integré especialmente a los A. caudatus (‘Sudamericana’
93; ‘Sudamericana’ 97; ‘Sudamericana’ 96; ‘Sudamericana’ 27;
‘Sudamericana’ 91) y a una raza de A. hypochondriacus (‘Mixteco’ 102).

El tercer grupo formado por A. cruentus ‘Mexicana’ 22.

El dendrograma re-muestreado utilizando datos de consenso “RAPD + ISSR”

(Figura 8C) mostré la formacion de tres grupos.

El primer grupo se formd con los A. hypochondriacus (‘Azteca’ 13;
‘Mercado’ 21; ‘Azteca’ 35; ‘Mercado’ 16; ‘Nepal’ 68 y ‘Nepal’ 87).

El segundo grupo integro a los A. caudatus (‘Sudamericana’ 93;
‘Sudamericana’ 97; ‘Sudamericana’ 91; ‘Sudamericana’ 96; ‘Sudamericana’
27) y A. hypochondriacus (razas ‘Nepal’ 83 y ‘Mixteco’ 102).

El tercer grupo lo formd A. Cruentus ‘Mexicana’ 22.
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En general, los dendrogramas obtenidos con el programa NTSYSpc versién 2.2 sin
re-muestreo y los dendrogramas con re-muestreo obtenidos usando el programa
FreeTree mostraron relaciones de similitud semejantes entre los genotipos

evaluados.

Se observd que el A. cruentus 'Mexicana’ es la raza que se encuentra menos
relacionada con A. hypochondriacus y A. Caudatus mientras que A.
hypochondriacus y A. Caudatus se encuentran mas relacionadas entre si. Estos
resultados coinciden con los reportados por Ranade et al. (1997), Mandal y Das

(2002) y Legaria (2010).

4.1.4. Prueba de Mantel

Se realizd una prueba de Mantel para determinar el valor de correlacidon
existente entre los arboles obtenidos con marcadores RAPD vs ISSR, RAPD vs
Consenso (RAPD+ISSR) e ISSR vs Consenso (RAPD+ISSR). Los resultados se

muestran en las Figuras 9A, By C.
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Cuadro 7. Valores de correlacién obtenidos con la prueba de Mantel.

Marcadores Correlacion de Mantel
RAPD vs ISSR 0.42"
RAPD vs consenso (RAPD + ISSR) 0.79"
ISSR vs consenso (RAPD + ISSR) 0.88"

= Altamente significativa

La prueba de Mantel para determinar correlacién entre los arboles obtenidos con
marcadores RAPD vs ISSR arrojoé un valor de r=0.42, lo que indica que los datos
de los dos marcadores dan origen a arboles muy diferentes. En la Figura 9A se

muestra la carencia de correlacion entre los dos marcadores.

La prueba de Mantel para identificar la correlacidon que hay entre los resultados
de consenso “RAPD + ISSR” versus los resultados obtenidos con los RAPD generé
un valor de r=0.79. La Figura 9B muestra el grado de correlacion existente entre

los datos generados con ambos marcadores.

De las Figura 9A, By Cy del Cuadro 7 se infiere que la suma de marcadores RAPD
mas ISSR (consenso) permite obtener un arbol mas robusto y hace a los
marcadores RAPD mas utiles y confiables que cuando se aplican por separado

para el agrupamiento e identificacion de genotipos de Amaranthus.

La prueba de Mantel para determinar la correlacion que hay entre los resultados

de consenso “RAPD + ISSR” versus los resultados obtenidos con los ISSR dio como
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resultado un valor de correlacion r=0.88 (Figura 9C). Esta informacidn sugiere
qgue los ISSR son muy confiables para establecer relaciones genéticas entre
especies de Amaranthus. También nos indica que para el propdsito mencionado

son superiores a los RAPD.

4.2. RESULTADOS DEL ANALISIS DE POBLACIONES

La prueba de calidad del ADN indicé que el protocolo utilizado para la extraccién
de ADN de individuos integrantes de las poblaciones evaluadas fue aceptable
dado que durante la electroforesis en gel de agarosa se observd la presencia de

una banda bien definida y de alto peso molecular para la mayoria de las

accesiones (Figura 10).

Figura 10. Gel de calidad de ADN para analisis de las poblaciones.

Los iniciadores de RAPD e ISSR utilizados permitieron detectar la presencia de
polimorfismo en los individuos evaluados entre y dentro de las poblaciones
evaluadas. En este trabajo se considerd a especies y sus razas como poblaciones

(Figuras 11y 12).
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Figura 11. Patrones de bandeo RAPD de los genotipos de Amaranthus evaluados con el

iniciador A02, para el analisis de poblaciones.
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Figura 12. Patrones de bandeo ISSR de los genotipos de Amaranthus evaluados con el

iniciador P1, para analisis de poblaciones.
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Los iniciadores que generaron mayor numero de bandas fueron los RAPD
presentandose un total de 75 bandas con las cuales se elabord una matriz basica

de datos con 5,625 caracteres.

En cambio con los iniciadores ISSR se obtuvo un total 61 bandas lo que permitio

la elaboracion de una matriz basica de datos con 4,575 caracteres (Cuadro 8).

Cuadro 8. Numero de bandas obtenidas por iniciador en el analisis de las poblaciones.

Iniciadores Secuencia Num. Total de  Num. Total de bandas % de polimorfismos
RAPD Bandas polimérficas

AO02 5°-TGC CGA GCT G-3’ 17 16 94
A09 5°-GGG TAA CGC C-3° 17 15 88
A20 5°-GTT GCG ATC C-3° 14 11 79
BO1 5°-GTT TCG CTC C-3° 11 10 91
BO6 5°-TGC TCT GGC C-3’ 8 7 88
B15 5-GGA GGG TGT T-3’ 8 8 100
ISSR

A9 5’-CACACACACACACA-3’ 5 5 100
A10 5’-GAGAGAGAGAGAGAGA-3’ 13 12 92
P1 5’-GAGCAACAACAACAACAA-3’ 13 12 92
P2 5’-CTGAGAGAGAGAGAGAGAG-3’ 9 6 67
P3 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGTG-3’ 12 12 100
P5 5’-AGAGAGAGAGAGAGAG-3’ 9 8 89
Total de bandas 136 122

Los iniciadores RAPD detectaron porcentajes de polimorfismo entre 79 y 100 %,
mientras que los ISSR entre 67 y 100 % (Cuadro 8).
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Los datos obtenidos con los iniciadores RAPDs e ISSRs se unieron para realizar el

analisis de las poblaciones.

En el Cuadro 9 se presentan los valores de identidad (por arriba de la diagonal) y

distancia genética (por debajo de la diagonal) entre las 15 poblaciones evaluadas.

Las poblaciones mas relacionadas fueron A. hypochondriacus ‘Nepal’ 87 con A.
hypochondriacus ‘Nepal’ 80; y A. hypochondriacus ‘Nepal’ 58 con A.
hypochondriacus ‘Nepal’ 80, con valores de identidad de 0.93 y 0.91,

respectivamente.
Las poblaciones menos relacionadas genéticamente fueron A. hypochondriacus
‘Azteca’ 35 con A. hypochondriacus ‘Mercado’ 16 con un valor de identidad igual

a 0.33.

Los valores de identidad entre todas las poblaciones estuvieron en un rango

entre 0.33 y 0.93 (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Valores de identidad genética (por arriba de la diagonal) y distancia genética

(por debajo de la diagonal) de Nei (1972) para 15 poblaciones de amaranto.

AHYA13 AHYA35 AHYMI16 AHYM21 AHYN58 AHYN83 AHYN87 AHYNB0 AHYMX102 ACRM22 ACAS27 ACAS591 ACAS93 ACAS96 ACAS9T
AHYA13 0.8973 0.846 0.8229 0.8529 0.6857 0.7831 0.8047 0.7244 0.7148 0.7676 0.7508 0.7638 0.7565 0.722
AHYA3S 0.1083 0.3268 0.827 0.8126 0.6978 0.7406 0.7769 0.7599 0.7195 0.736 0.74 0.7543 0.739 0.7078]
AHYM16 0.1672 0.1902 0.8764 0.7775 0.6644 0.7446 0.7606 0.7230 0.6823 0.7961 0.737 0.747 0.7098 0.6935
AHYM21 0.1945 0.1899% 0.1215 0.8506 0.7488 0.7899 0.8210 0.8072 0.7638 0.8217 0.8135 0.79504 0.7531 0.7332
AHYN58 0.1592 0.2074 0.2516 0.1618 0.7934 0905 0.9111 0.7377 0.7522 0.7698 0.7336 0.7441 0.7194 0.6861
AHYNZ3 0.3773  0.3599 0.4088 0.2833 0.2315 0.7479  0.7466 0.7423 0.7377 0.7422 0.757 0.7304 0.7695 0.7383
AHYNB7 0.2445 0.3003 0.2945 0.2358 0.0998 0.2905 0.9313 0.6502 0.704 0.7556 0.6916 0.7004 0.6669 0.6834
AHYNS0 0.2173 0.2524 0.2737 0.1972 0.0931 0.2922 0.0712 0.6979 0.7514 0.7911 0.7348 0.7354 0.7024 0.6829
AHYMX102| 0.3225 0.2746 0.3244 0.2142 03042 0.298 0.4305 0.3597 0.8059 0.7838 0.8151 0.7707 0.7581 0.7167
ACRM22 0.3358 0.3292 0.3823 0.2694 0.2843 0.3042 0.351 0.2858 0.2158 0.8374 0.7896 0.7282 0.7071 0.6861
ACAS527 0.2645 0.3065 0.2281 0.1964 0.2616 0.2982 0.2803 0.234 0.2436 0.1774 0.8542 0.7883 0.7727 0.7643
ACAS591 0.2866 0.301 0.3051 0.2064 0.3098 0.2783 0.3687 0.3082 0.2044 0.2362 0.1576 0.9029 0.8893 0.8473
ACAS593 0.2695 0.2819 0.2917 0.2352 0.2356 0.3141 0.3561 0.3074 0.2604 0.3172 0.2371 0.1022 0.8847 0.8767
ACAS596 0.279 0.3024 0.3427 0.2836 0.3293 0.262 04051 0.3533 0.2769 0.3466 0.2578 0.1173 0.1225 0.8735
ACAS97 0.3257  0.3456 0.366 0.3104 0.3768 0.3034 0.3807 0.3814 0.333 0.3768 0.2689 0.165 0.1316 0.1352

Al evaluar pardmetros que definen la estructura de las poblaciones (Cuadro 10)
se encontré diferencias entre las poblaciones en relacion al grado de
polimorfismo entre sus individuos. Las poblaciones que mostraron el mayor
porcentaje de polimorfismo fueron A. hypochondriacus ‘Nepal’ 80y A. caudatus
‘Sudamericana’ 91, ambas con un valor de 35.29 %. En contraste la poblacién con
menor polimorfismo entre sus individuos fue A. cruentus ‘Mexicana’ 22 con un
valor de 13.97 %; el resto de las poblaciones presentd un polimorfismo en un
rango de 18.38 a 34.56 %. Por otro lado, el polimorfismo entre todas las

poblaciones fue de 89.71 %.

La diversidad genética de Nei de las poblaciones (H) varié de 0.053 a 0.137, ello
sugiere que la diversidad genética dentro de las poblaciones no es muy alta o
presentan uniformidad entre los individuos. Pero al hacer la comparacién entre

todas las poblaciones se observa que la diversidad genética aumenta a 0.295.
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La poblacidon con mayor diversidad genética fue A. hypochondriacus ‘Nepal” 80 y

la menos diversa fue A. cruentus ‘Mexicana’ 22 (Cuadro 10).

Cuadro 10. Variabilidad genética entre y dentro de poblaciones de amaranto, con base
en los patrones RAPD y ISSR.

Poblacion loci polimorficos P (%) H Dev. Estandar 1 Dev. Estandar Na Dev.Estandar MNe  Dev. Estandar Gst Nm
Amaranthus Hypochondriacus Azteca 13 40 2541 01058 01782 0158 02579 12941 04573 1183 03302

Amaranthus Hypochondriacus Azteca 35 25 18.38 00706 01585 0.1037 02276 11838 03888 11258 02973

Amaranthus Hypochondriacus Mercado 16 33 24.26 0.084 0.1625 0.1264 0.2362 1.2426 0.4303 1.144 0.3002

Amaranthus Hypochondriacus Mercado 21 38 2794 01169 0.1965 0.1686 02791 12794 0.4504 12143 0.3735

Amaranthus Hypochondriacus Nepal 58 41 30.15 0.1322 0.2094 0.1886 0.2949 13015 0.4506 1.2489 0.4042

Amaranthus Hypochondriacus Nepal 83 36 26.47 0.1055 0.1883 0.1534 0.2675 11847 0.4428 11916 0.3585

Amaranthus Hypochondriacus Nepal 87 37 27.21 0.1089 0.1905 0.1583 0.2706 12721 0.4457 1199 0.3637

Amaranthus Hypochondriacus Nepal 80 48 35.29 0.1372 0.1981 0.2014 0.2843 13529 0.4797 1.2424 0.3694

‘Amaranthus Hypochondriacus Mexicana 102 26 19.12 00774 0.1692 0.1122 0.2401 11912 0.3947 1.1427 0.3252

Amaranthus Cruentus Mexicana 22 15 1397 00531 01406 00782 02023 11397 0348 10946 02634

Amaranthus Caudatus Sudamerica 27 47 3456 0.1254 0.1915 0.1861 0.2737 13456 0.4773 12221 0.366

Amaranthus Caudatus Sudamerica 91 48 35.29 0.1307 0.1921 0.1939 0.2765 13529 0.4797 1.2278 0.3564

\Amaranthus Caudatus Sudamerica 93 41 30.15 0.0993 0.1654 0.1517 0.244 13015 0.4606 1.1632 0.2943

Amaranthus Caudatus Sudamerica 96 25 18.38 00724 0.1635 0.1054 0.2325 11838 0.3888 1.1325 0.3135

Amaranthus Caudatus Sudamerica 97 24 17.65 0.0646 0.1436 0.0952 0.2162 11785 0.3826 1.1113 0.2708

Entre poblaciones 122 89.71 0.2954 0.1755 0.4441 0.2345 18971 0.305 1.5051 0.3526 0.665 0.2518|
p (%) = porcentaje de polimorfismos, Na = Numero de alelos ohservados, Ne = Numero de alelos efectivos, H = diversidad genetica (Nei), | = diversidad de Shannon,

Nm = numero de individuos migrantes, Gst = coeficiente de diferenciacion entre poblaciones, Z = Desviacion estandar.

Otro dato importante mostrado en el Cuadro 10, fue la estimacidon del numero
de individuos migrantes, relacionado con el grado de flujo genético (Nm =
0.2518), que indica que hay menos de un individuo migrante entre las
poblaciones, lo cual concuerda con el estudio realizado por Jain (1982) que
indica que la polinizacion cruzada entre poblaciones de Amaranthus es baja, en
un rango de 3 a 25 %. Segun Sauer (1976), las variaciones en los porcentajes de

flujo de genes estan en funcion directa con la anatomia de la planta, barreras
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geograficas, expresion genética, interaccion ambiental e interaccién genotipo-

ambiente.

El coeficiente de diferenciacion genética entre las poblaciones fue Gst = 0.665
(66.5%), lo que indica que las poblaciones estan altamente diferenciadas. Ello
establece también que aproximadamente 66.5 % de la variacion detectada se
debe a diferencias entre las poblaciones. El resto (33.5 %) representa diversidad

genética dentro de las poblaciones.

El analisis de poblaciones indicé que los materiales con mayor variabilidad
genética fueron A. hypochondriacus ‘Nepal’ 80 seguido de los materiales A.
caudatus ‘Sudamericana’ 91, A. hypochondriacus ‘Nepal’ 58 y A. caudatus
‘Sudamericana’ 27; esta variabilidad genética detectada sugiere que el
germoplasma de estas colecciones representa un alto potencial en la busqueda

de alelos de interés para mejoramiento genético del género y las especies.
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V. CONCLUSIONES

. Se detectd variabilidad genética entre los materiales de Amaranthus spp.,

evaluados.

. Los andlisis de RAPD e ISSR revelaron que las especies mas cercanamente
relacionadas son A. hypochondriacus y A. caudatus y la mas alejada es A.

cruentus.

. Los marcadores ISSR fueron superiores a los marcadores RAPD en el
proceso de agrupamiento y discriminaciéon de razas y especies de

Amaranthus.

. En Amaranthus la mayor parte de la diversidad genética detectable se
encuentra entre las especies y razas, con una menor proporcion de

variacién dentro de especies y razas.

. Los materiales con mayor variabilidad genética fueron A. hypochondriacus
‘Nepal’ 80 seguido de los materiales A. caudatus ‘Sudamericana’ 91, A.

hypochondriacus ‘Nepal’ 58 y A. caudatus ‘Sudamericana’ 27.
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VII. ANEXOS

7.1. Caracteristicas de las semillas de razas de amaranto.
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A. Hypochondriacus
‘Azteca’ café-oscuro

A. Hypochondriacus
‘Azteca’ Blanco

A. Hypochondriacus
‘Mercado’ blanco

A. Hypochondriacus
‘Mercado’ café

A. Hypochondriacus
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A. Hypochondriacus
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A. Hypochondriacus
‘Nepal’ blanco

A. Hypochondriacus
‘Mixteco’ cristalino

A. Cruentus ‘Mexicana’
blanco

A. Caudatus
‘Sudamericana’ blanco-

café

A. Caudatus
‘Sudamericana’ blanco

A. Caudatus ‘Sudamericana’

cristalino

7

A. Caudatus ‘Sudamericana
negro-blanco
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7.2. Matriz de RAPD para la caracter

Genotipos de amaranto
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7.3. Matriz de ISSR para la caracter

Genotipos de amaranto
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7.4. Matriz de Consenso (RAPD + ISSR) para la caracter

razas de amaranto.

Genotipos de Amaranto

1

1

1

1

1

Bandas | AHYA-13 | AHYA-35 [AHYM-16( AHYM-21 | AHYN-68 | AHYMN-B3 | AHYN-B7 | AHYMX-102 | ACRM-22 | ACAS-27 | ACAS-91 | ACAS-95 | ACAS-O6 | ACAS-97|

A02(1)
AD2(2)
A02(3)
AD2(4)
A02(5)
AD2(6)
AD2(7)
A02(8)
A02(9)

A02(10)

A02(11)

AD2(12)

AD9(2)

A09(3)

ADI(4)

AD9(5)

A09(6)

AD9(T)

A09(8)

A09(9)

A09(10)

A20(1)
A20(2)
A20(3)
A20(4)
A20(5)
A20(6)
A20(7)
A20(8)
A20(9)

BOL(1)
BO1(2)
BOL(3)
BOL(4)
BOL(5)
BOL(6)
BOL(7)
BOL(8)
BO1(9)

BO1({10)

BO4(1)

B04(2)

BO4(3)

BO4(4)

B04{5)

BO4(6)

BO4(7)

BO#(8)

B04(9)

BO6(1)
BO6(2)
BO6(3)
BO6(4)
BO6(5)
BO6(6)
BO6(7)
BO6(8)
BO6(9)

B06(10)
B15(1)
B15(2)
B15(3)
B15(4)
B15(5)
B15(6)
B15(7)
B15(8)
B15(9)

B15(10)
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Al(l)

Al(2)

Al(3)

Al(4)

Al(5)

Al(6)

ALT)

A2(1)

AZ(2)

A2(3)

A2(4)

A2(5)

Ad1)

Ad(2)

A43)

Ad(4)

A45)

Ag(1)

AD(2)

AZ(3)

AlD(1)
AlD(2)
ALD(3)
AlD(4)
ALD(5)
AlD(6)
ALD(T)
AlD(B)
ALD(9)

P1(1)
P1(2)
P1(3)
P1(4)
P1(5)
P1(6)
P1(7)
P1(8)
P1(9)

PL{10)
P2(1)
P2(2)
P2(3)
P2{4)
P2(5)
P2{6)
P2(7)
P2(8)
P3(1)
P3(2)
P3(3)
P3(4)
P3(5)
P3(6)
P3(7)
P3(8)
P4(1)

P4(2)

P4(3)

Pa{4)

P4(5)

P4{6)

P4(7)

P4(8)

P5(1)
P5(2)
P5(3)
P5(4)
P5(5)
P5(6)
P5(7)
P5(8)

presencia de banda

1=

.
7

ausencia de banda

0=
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7.5 Glosario.

Identidad genética: Cada persona es singular, diferente de cualquier otra,

porgue su dotacidn genética es Unica.

Distancia genética: es la medida de la diferencia en lo que respecta a las distintas
frecuencias alélicas de un numero determinado de genes entre individuos o
poblaciones determinadas. La distancia genética entre dos poblaciones se calcula

hallando la diferencia de las frecuencias génicas de las dos poblaciones.

Diversidad genética: es la variedad de genes entre y dentro de las especies. La
diversidad genética dentro de las especies les permite adaptarse para defenderse
de nuevas plagas y enfermedades, ajustarse a los cambios en el ambiente, el

clima y los métodos agricolas.

Coeficiente de diferenciacion genética: es la proporcion de variacion entre

poblaciones respecto al total: Gst =Ds;/Hr donde Dgr - diversidad genéticay Hy=

variabilidad genética total
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